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Currently, the antibacterial research is increasingly promoted primarily 
from natural materials, due to the increasing number of pathogenic bacteria 
that have been resistant to existing antibiotics. One of the pathogenic 
bacteria that has been much resistant to antibiotics is Staphylococcus 
aureus. Roselle calyx (Hibiscus sabdariffa  L.) and chitosan are known to 
have antibacterial activity. The aim of this study to find out the 
antibacterial synergy of the rosella calyx extract and chitosan against. 
S.aureus ATCC 33592. Roselle calyx was extracted by maceration using 
80% ethanol, while chitosan is obtained from deasetilation of chitin from 
shrimp husk. Test antibacterial synergism using checkboard assay method 
by calculating the minimum inhibitory concentration (MIC) using 
microdilution assay. The results showed minimum inhibitory concentration 
(MIC) value of roselle calyx extract and chitosan were 1250 ppm and 50 
ppm, respectively.  MIC value of roselle calyx extract in the presence of 
chitosan was 625 ppm, while the value of MIC chitosan in the presence of 
roselle calyx extract was < 0.19 ppm. Fractional Inhibition Concentration 
Index (FICI) was < 0.5 that mean the combination of roselle calyx extract 
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Saat ini pencarian antibakteri makin digalakkan utamanya dari bahan alam, disebabkan makin banyaknya 
antibiotika yang mengalami resistensi terhadap bakteri patogen, antara lain: Staphylococcus aureus. Kelopak 
bunga Rosella (Hibiscus sabdariffa L.)  dan  kitosan diketahui memiliki aktivitas antibakteri. Tujuan dari 
penelitian ini adalah mengetahui sinergitas antibakteri dari  ekstrak kelopak bunga rosella dan kitosan terhadap 
S. aureus ATCC 33592. Kelopak bunga rosella diekstraksi secara maserasi menggunakan etanol 80%, 
sedangkan kitosan diperoleh dari deasetilasi kitin kulit udang. Kadar hambat minimal (KHM) dilakukan 
dengan metode mikrodilusi dan dilanjutkan uji sinergitas antibakteri menggunakan metode microdilution 
checkboard assay.   Hasil penelitian diperoleh nilai KHM (kadar hambat minimal)  ekstrak kelopak bunga 
rosella dan kitosan berturut-turut sebesar 1250 bpj dan 50 bpj. Nilai KHM ekstrak kelopak bunga rosella 
dengan adanya kitosan yaitu 625 bpj, sedangkan nilai KHM kitosan dengan adanya ekstrak kelopak bunga 
rosella yaitu <0,19 bpj. Indeks Kadar hambat Fraksional (FICI)  adalah < 0,5 yang disimpulkan bahwa 
kombinasi dari ekstrak kelopak bunga rosella dengan kitosan memiliki efek antibakteri sinergis terhadap 
S.aureus ATCC 33592. 
 




Resistensi antibiotika menjadi salah satu masalah 
yang sangat serius. Saat ini, banyak bakteri yang 
telah mengalami resisten terhadap berbagai jenis 
antibiotika, salah satunya adalah Staphylococcus 
aureus.  Salah satu peluang yang dapat digunakan 
untuk menekan terjadinya  bakteri yang  resisten 
terhadap antibiotika yang ada adalah pemanfaatan 
bahan alam sebagai alternatif antibakteri. Penelitian-
penelitian bahan alam sebagai antibakteri, antara lain: 
kelopak bunga rosella (Borrás-Linares et al., 2015) 
dan kitosan (Kong, Chen, Xing, & Park, 2010).  
Tanaman rosella (Hibiscus sabdariffa L.)  
mengandung senyawa fenolik, antara lain: antosianin 
(delphinidin-3-O-sambubioside dan Cyanidin--3-O-
sambubioside), flavonoid (kuersetin, luteolin, 
gossipetin), asam protokatekuat  (Borrás-Linares et 
al., 2015; Jabeur et al., 2017; Sindi, Marshall, & 
Morgan, 2014). Penelitian yang dilakukan Borrás-
Linares et al. (2015), diperoleh bahwa ekstrak dari 25 
varitas kelopak  bunga rosella memiliki aktivitas 
antibakteri terhadap bakteri gram negatif 
(Escherichia coli, Salmonella enteritidis) dan bakteri 
gram positif (Staphylococcus aureus, Micrococcus 
luteus). Penelitian Liu, Tsao, & Yin, (2005) 
memperoleh ekstrak air kelopak bunga rosella 
memiliki kadar hambat minimal 32+8 bpj terhadap 
Methicillin Resistant Staphylococcus aureus. 
Kitosan dapat diperoleh salah satunya dari limbah 
kulit udang dengan cara melakukan deasetilasi kitin 
(Goy, Britto, & Assis, 2009). Produksi kitosan dari 
kitin limbah kulit udang telah dilakukan Haeriah et al 
(2017) dan memiliki aktivitas antibakteri terhadap 
Staphylococcus aureus. Kitosan yang berasal dari 
limbah kulit udang memiliki aktivitas antibakteri 
yang lebih tinggi terhadap bakteri gram positif seperti 
S.aureus dibandingkan bakteri gram negatif seperti 
Escherichia coli dan aktivitas antibakteri senyawa 
kitosan tidak berbeda nyata dengan kontrol positif 
Vankomisin. kitosan pada konsentrasi 288 bpj 
memiliki aktivitas antibakteri terhadap S. aureus 
sebesar 14 mm,  konsentrasi hambat minimal (KHM) 
dari senyawa kitosan terhadap bakteri S. aureus yaitu 
sebesar 20 bpj (Goy, Morais, & Assis, 2016). 
Kombinasi dua bahan antibakteri biasanya dilakukan 
untuk mengurangi dosis yang dibutuhkan atau untuk 
mengurangi efek samping jika diberikan dalam 
bentuk tunggal. Permasalahannya adalah apakah  
kombinasi ekstrak kelopak bunga rosella dengan 
kitosan memiliki efek sinergis sebagai antibakteri 
terhadap bakteri uji S.aureus ATCC 33592. 
Tujuan penelitian ini untuk mengetahui efek 
sinergitas   kombinasi ekstrak kelopak bunga rosella 
(Hibiscus sabdariffa L.) dengan kitosan terhadap 
penghambatan pertumbuhan Staphylococcus aureus 
ATCC 33592 . 
 
 





METODE PENELITIAN  
Alat dan Bahan 
Biosafety cabinet (Envirco®), oven (Ecocell®), 
inkubator (Memmert®), autoklaf (25X-2®), timbangan 
analitik (Sartorius®), mikropipet (Memmert®), 
kitosan,   simplisia kelopak bunga rosella, etanol 
80%, medium Muller Hinton Btroth (MHB) 
Triphenyltetrazolium chloride (Merck®), well 
microplate 96, air suling steril, asam asetat glasial 
1%,  Staphylococcus. aureus  ATCC 33592,d ll.  
 
Prosedur 
Ekstraksi Kelopak Bunga Rosella 
Simplisia serbuk kelopak bunga rosella sebanyak 100 
gram diayak menggunakan nomor mesh 20  
selanjutnya diekstraksi secara maserasi menggunakan 
1 L etanol 80 %. Hasil ekstraksi diuapkan pelarutnya 
dengan evaporator, sehingga diperoleh ekstrak kental. 
 
Analisis kadar total polifenol ekstrak kelopak 
bunga rosella . 
Ekstrak kelopak bunga rosella sebanyak 100 mg 
dalam metanol P hingga volume mencapai 10 ml 
(10.000 bpj). Kemudian sebanyak 0,4 ml dari larutan 
stok diambil dan ditambahkan 2,5 ml reagen Folin-
Ciocalteau, diamkan selama 8 menit dan 
ditambahkan 2 ml larutan natrium hidroksida, 
kemudian dicukupkan dengan air suling hingga 
volume menjadi 5 ml (800 bpj). Setelah itu, 
diinkubasi selama 30 menit pada suhu ruangan lalu 
diukur absorbansinya dengan menggunakan 
spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 
648 nm. Sebagai larutan standar digunakan asam 
gallat konsentrasi 1,5 - 15 bpj (Kemenkes, 2011). 
Penentuan Kadar Hambat Minimal ekstrak 
rosella, kitosan dan kombinasnya terhadap S. 
aureus  
Efek sinergitas ekstrak rosella dengan kitosan dari 
limbah kulit udang dilakukan dengan menggunakan  
metode Microdilution Checkerboard Assay menurut 
metode Valgas, Souza, Smânia, & Smânia Jr, (2007) 
dan Olga, Petar, Jelena, & Srdjan, (2008) dengan 
beberapa modifikasi. Dibuat seri konsentrasi ekstrak 
dengan perbedaan antar konsentrasi 2 kalinya, yaitu 
untuk rosella : 312,5 bpj s/d 5000 bpj , sedangkan 
kitosan dimulai  0,19 bpj s/d 100 bpj. Volume total 
setiap well yaitu 100 µl yang terdiri atas 5 µl larutan 
ekstrak rosella atau 5 µl larutan kitosan, 90 µl 
medium Muller Hinton Broth (MHB) yang 
mengandung Staphylococcus aureus setara dengan 
McFarland 10
5
 CFU/well Kemudian microplate 
diinkubasi pada suhu 37ºC selama 1x24 jam. Setelah 
inkubasi ditambahkan reagen Triphenyltetrazolium 
chloride (TTC) sebanyak 5 µL kemudian diinkubasi 
selama 30 menit. Microplate dapat diamati secara 
visual dengan melihat warna merah muda yang 
terbentuk dalam menentukan nilai KHM. Konsentrasi 
terendah yang memperlihatkan warna bening dan 
tidak berwarna merah muda merupakan nilai KHM 
nya. Adanya perubahan warna pada medium yang 
ditumbuhi bakteri tersebut didasarkan atas reduksi 
dari reagen TTC oleh enzim dehidrogenase  yang 
dihasilkan oleh bakteri yang hidup. Reduksi TTC 
tersebut membentuk senyawa trifenilformazan yang 
berwarna merah /pink (Olga et al., 2008). 
Penentuan fractional inhibition concentration 
index (FICI) 
Penentuan nilai FICI dari kombinasi antara 
kombinasi ekstrak kelopak bunga rosella dengan 
kitosan dapat dilakukan dengan menggunakan rumus 
sebagai berikut: 
 
FICI = FIC (A) + FIC (B) 
 
𝐹𝐼𝐶  𝐴 =
(𝐾𝐻𝑀  𝑅𝑜𝑠𝑒𝑙𝑙𝑎  𝑑𝑎𝑙𝑎𝑚  𝑘𝑜𝑚𝑏𝑖𝑛𝑎𝑠𝑖  𝑑𝑒𝑛𝑔𝑎𝑛  𝐾𝑖𝑡𝑜𝑠𝑎𝑛 )
𝐾𝐻𝑀  𝑅𝑜𝑠𝑒𝑙𝑙𝑎
     
𝐹𝐼𝐶  𝐵 =




Kemudian hasil dari perhitungan nilai FICI 
kombinasi kedua ekstrak dapat menunjukkan efek 
yang dihasilkan pada kombinasi kedua ekstrak 
tersebut. Adapun hasilnya dapat diinterpretasikan 
sebagai berikut: Sinergis : FICI ≤0,5;   Antagonis   : 
FICI>4 Aditif :  >0,5 FICI  ≤ 1  berbeda : >1 FICI ≤ 4 
(Bakarnga-Via et al., 2016).  
 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
Hasil ekstraksi dan penentuan kadar polifenol total 
dari ekstrak kelopak bunga rosella diperoleh ekstrak 
dengan konsistensi kental dengan rendemen ekstrak 
22,99 %  dan kadar total polifenolnya adalah 10.10 ± 
0.2 mg ekivalen asam gallat (EAG) / gram ekstrak, 
sedangkan  penelitian yang dilakukan oleh Jung, 
Kim, & Joo, (2013) didapatkan hasil bahwa ekstrak 
kelopak bunga rosella konsentrasi 7.27 ± 0.20 mg 





EAG / g ekstrak . Adanya perbedaan kadar polifenol 
yang diperoleh dapat disebabkan karena perbedaan 
konsentrasi etanol yang digunakan, rasio simplisia / 
cairan penyari, dan jenis dan umur tanaman. 
Hasil uji KHM dan uji sinergitas dengan metode 
microdilution checkboard assay diperoleh hasil 
seperti pada tabel 1. 
 
Tabel 1. Konsentrasi hambat minimal (KHM) ekstrak       
kelopak bunga rosella dan kitosan tunggal dan 
kombinasinya terhadap S. aureus 
 
Sampel Uji KHM (bpj) 
Ekstrak Kelopak Bunga Rosella  1250 
Ekstrak Kelopak Bunga Rosella  
dengan adanya Kitosan  0,19 bpj  
625 
Kitosan  50 
Kitosan dengan adanya Ekstrak 
Kelopak Bunga osella 625 bpj  
<0,19 
 
Nilai  KHM dari ekstrak kelopak bunga rosella 
terhadap S. aureus diperoleh 1250 bpj, sedangkan 
penelitian (Liu et al., 2005) memperoleh ekstrak air 
kelopak bunga rosella memiliki KHM 32+8 bpj 
terhadap Methicillin Resistant Staphylococcus 
aureus. Adanya perbedaan ini antara lain disebabkan 
adanya perbedaan jenis kelopak bunga rosella, jenis 
cairan penyari, galur bakteri uji yang digunakan.  
Nilai KHM Ekstrak Kelopak bunga rosella dengan 
adanya kitosan 0,19 bpj adalah 625 bpj, menurun 2 
kalinya dengan kata lain aktivitasnya meningkat 2 
kalinya. 
Nilai KHM kitosan terhadap S. aureus 50 bpj , hasil 
penelitian oleh No, Park, Lee, & Meyers, (2002) 
diperoleh KHM kitosan   500  s/d 1000 bpj 
tergantung dari jenis bakteri dan bobot molekul 
kitosan.   Nilai KHM kitosan dengan adanya ekstrak 
rosella 625 bpj adalah    0,19 bpj , artinya KHM 
kitosan oleh adanya ekstrak rosella menurun 250 
kalinya. Menurut Raafat, Bargen, Haas, & Sahl, 
(2008) Hasil perhitungan berdasarkan nilai KHM dari  
Tabel 1 di atas maka diperoleh nilai FICI (Fractional 
Inhibition Concentration Index) dari kombinasi 
kedua bahan tersebut yaitu < 0,50 yang berarti 




Aktivitas antibakteri dari kombinasi ekstrak kelopak 
bunga rosella (Hibiscus sabdariffa L.) dan kitosan 
terhadap pertumbuhan Staphylococcus aureus 
menunjukkan efek sinergis dengan nilai Fractional 
Inhibition Concentration Index (FICI) sebesar <0,5. 
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